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1
E INLE ITUNG
1.1 flüchtige organische verbindung als biomarker bakterieller prozesse
Volatile organische Komponenten (engl.: volatile organic compounds (VOCs)) sind allgegenwär-tig in der Atmosphäre, haben einen großen Einfluss auf ihre Zusammensetzung und spielen eine
entscheidende Rolle bei der Klimaveränderung [1]. Die meisten VOCs werden in städtischen Gebie-
ten durch Industrieemissionen [2] und in den ländlicheren Gegenden durch die Vegetation [3] erzeugt,
da alle lebenden Organismen innerhalb ihres Stoffwechsels VOCs erzeugen [4]. So kann man sogar
Bakterien in vivo oder in vitro isoliert auf einem Nährmedium oft durch einen artspezifischen Geruch
erkennen. Ein Beispiel ist der seit langem bekannte Geruch von Clostridien [5, 6] und Escherichia
coli [7], aber auch der von Hefekulturen [8]. Die von Bakterien erzeugten VOCs stellen ein weites Feld
dar. Bis heute konnten über 800 verschiedene VOCs, die aus verschiedensten Verbindungen und Stoff-
klassen bestehen, von mehr als 300 Bakterien [9] detektiert werden. Einige Beispiele sind Stickstoff
enthaltende Verbindungen, Alkohole, Aldehyde, kurzkettige Fettsäuren und deren Derivate, flüchtige
Schwefelverbindungen, Alkane und aromatische Verbindungen [4].
Viele Bakterien emittieren eine Reihe von VOCs. Es wurden z. B. bis zu 80 verschiedene VOCs beim
Bakterium Streptomyces [10], 34 bei Streptococcus pneumoniae und 28 bei Haemophilus influenzae
nachgewiesen [11]. Dabei zeigten sich bei Haemophilus influenzae die ersten, für dieses Bakterium
spezifischen VOCs bereits 1,5 Stunden nach Ansetzen der Kultur mit ungefähr 8× 106 [CFU/ml] [12].
Bei Neisseria meningitides konnten nicht nur 75 VOCs während des Wachstums identifiziert werden,
sondern darüber hinaus ein Markerset, bestehend aus 1,2-Dimethylcyclopropan, 2-Methylpropanal,
Methacrolein, N-2-dimethyl-1-propanamin und 3-Methylbutanal erstellt werden, das die Präsenz des
Bakteriums anzeigt [13]. Des Weiteren wurde bei über 150 genetisch verschiedenen Stämmen von
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen, dass Cyanwasserstoff erzeugt wurde [14, 15]. Bei anderen
Bakterienarten dagegen, wie beispielsweise Tolypothrix distorta, Phormidium sp., Rivularia sp. und
Calothrix parietina, erfolgt die Freisetzung spezifischer VOCs erst nach der Zerstörung der Zellstruk-
tur [16].
Bis heute ist der ursächliche Grund, warum Mikroorganismen VOCs erzeugen nicht endgültig ge-
klärt. Die Wirkorte der von Bakterien erzeugten VOCs lassen sich aber in vier verschiedene Bereiche
einteilen:
a) Wirkung auf Pilze
b) Wirkung auf Pflanzen
c) Wirkung auf Lebewesen
d) Wirkung auf Bakterien [7]
Die verschiedenen Auswirkungen der VOCs auf den Empfänger können mit Kommunikation, Un-
terstützung, Angriff und Verteidigung beschrieben werden.
Im Bereich der Bakterien-Pilz-Kommunikation existieren multiple Mechanismen. Zum Beispiel ver-
ringern die VOCs von Streptomyces griseus die Sporulation von Gloeosporium aridum [17] oder führen
bei Sclerotium cepivorum und Rhizoctonia solani zu früherer Bildung von Sklerotiden [17]. Die VOCs
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einiger Streptomyces spp. (Candicidin und eine unbekannte Cycloheximid-Candicidin-Mischung) ha-
ben eine antimykotische Wirkung auf verschiedene Pilze und hindern diese am Keimen [18, 19, 20, 21].
Eine inhibierende Wirkung auf das Wachstum von Pilzen haben beispielsweise die VOCs von Steno-
trophomonas maltophilia, Pseudomonas trivialis und Burkholderia cepacia, so dass das Wachstum von
Rhizoctonia solani in 30–99% der Fälle zum Erliegen kommt [22]. Kai et al. konnte zeigen, dass eine
Mischung aus bis zu 30 VOCs für die inhibierende Wirkung verantwortlich sind, wobei die Gruppe
nur β-Phenylethanol, trans-9-Hexadecen-1-ol, Undecen, Undecadien, Dodecanal, Benzylnitril, Benzy-
loxybenzonitril und Dimethyltrisulfid identifizieren konnte. Es wird vermutet, dass die Bakterien auf
diese Weise ihr langsameres Wachstum im Vergleich zu den konkurrierenden Pilzen ausgleichen wol-
len [23]. Im Gegensatz dazu kann Pseudomonas monteilii das Myzelwachstum von Pisolithus albus
stimulieren [24]. Moore-Landecker und Stozky zeigten 1972 mit zehn verschiedenen Bakterien- und
fünf Pilzarten, dass durch VOCs eine Veränderung der Kolonie- und Hyphenmorphologie erfolgte [25].
Auch scheinen die Effekte, die die von Bakterien erzeugten VOCs auf Pilze haben, artspezifisch zu
sein, so dass eine Pilzgattung jeweils anders auf verschiedene Bakterien in ihrer Nähe reagiert [26].
In der Bakterien-Pflanzen-Kommunikation ist bekannt, dass Bakterien mit Hilfe erzeugter VOCs,
wie z. B. 2,3-Butandiol und Acetoin, die Widerstandsfähigkeit von Pflanzen gegen bakterielle Schädlin-
ge erhöhen können [27]. Für 2,3-Butandiol wurde jedoch ebenfalls eine Senkung der Widerstandsfähig-
keit nachgewiesen [28]. Außerdem kann durch VOCs allgemein das Wachstum von Pflanzen gesteigert
oder verringert werden [29, 30, 31]. Farag et al. beschrieben 2006 [30] in diesem Zusammenhang
bei Bacillus amyloliqefaciens 2-Methyl-1-butanol, 3-Methyl-1-Butanol, Butanol-3-methylacetat und
Butan-1-methoxy-3-methyl als mögliche Trigger-VOCs.
In der Kommunikation von Bakterien mit Lebewesen können bakterielle VOCs als Signalstoffe die-
nen, in dem sie z. B. auf Menschen abstoßend wirken [32] oder in dem sie die Proliferation und
Cytokinproduktion von bestimmten Interleukinen durch Lymphozyten, abhängig von der Dosis von
Buttersäure, Propionsäure, Valeriansäure, und Isovaleriansäuren, hemmen [33]. Auch können verschie-
dene Tiere angelockt [34, 35, 36, 37, 38, 39], oder deren Bewegungsmöglichkeiten eingeschränkt und
letztendlich ganz zum Erliegen gebracht werden [40]. Bursaphelenchus xylophilus und Panagrellus redi-
vivus, zwei Fadenwürmer, konnten mit Phenol, 2-Octanol, Benzaldehyd, Benzolacetaldehyd, Decanal,
2-Nonanon, 2-Undecanon, Cyclohexen und Dimethyldisulfid jeweils vollständig bewegungsunfähig ge-
macht werden. Mit VOCs als Lockstoffen gelang es bestimmten Bakterien, die auf Bambusblättern und
der Weißeiche leben, Aedes aegypti anzulocken und zur Eiablage zu stimulieren [41]. Die wichtigsten
Bestandteile sind Nonansäure, Tetradecansäure und Tetradecansäure-Methylester, so dass nun eine
neue Möglichkeit besteht, den Vektor u.a. des Dengue- und Gelbfiebers unter Kontrolle zu bringen.
Für die Zell-zu-Zell-Kommunikation zwischen Bakterien gibt es Hinweise, dass VOCs als diffusions-
fähige Signalfaktoren eine Rolle spielen [42, 43]. Zudem können die Bakterien ein sogenanntes Quorum
Sensing [44, 45] betreiben und so erkennen, wie viele andere Zellen im direkten Umfeld existieren, wobei
sie nicht nur VOCs erkennen, die sie selbst erzeugen, sondern auch solche, die nur von anderen Arten
erzeugt werden können. Viele gram-negative Bakterien verwenden hierzu N-Acylhomoserinlactone,
aber auch diverse Fettsäurederivate, wie z. B. 3-Hydroxypalmitinsäure-Methylester. Im Gegensatz
dazu verwenden gram-positive Bakterien Aminosäuren oder modifizierte Peptide als Signalmoleküle.
Von bakteriell erzeugten VOCs wird auch die Resistenz gegen Antibiotika durch die Expression von
Multi-Drug-Exporteur-Genen [46, 47], die Fähigkeit zur Bildung eines Biofilmes [48] und zur Erstel-
lung [49] von hitzebeständigen Sporen und deren Menge [50] beeinflusst. Wrigley et al. zeigten 2003
am Beispiel der von Bacteroides fragilis erzeugten VOCs Acetat, Isobutyrat, Isovalerat und Succinat,
dass Clostridium perfringens durch jene VOCs an der Bildung von Sporen behindert wurde.
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Abgesehen von Bakterien behindern auch Pilzarten wie Muscodor albus mit Hilfe von VOCs andere
Organismen (von Pilzen über Bakterien bis hin zu Nematoden und Arthropoden) teils so stark, dass
diese absterben [51, 52].
Beachtet werden sollte im ganzen Bereich der bakteriellen VOCs zudem, dass sobald die entspre-
chenden VOCs nicht mehr an die Umgebung abgegeben werden, auch die damit verbundenen Effekte
zurückgehen [53].
1.2 gasanalyse über bakteriellen kulturen
Durch Verbesserungen in der Analysetechnik seit Beginn der 80er Jahre wurden die nachweis-baren VOC-Konzentrationen in die Bereiche von nmol/l bis hin zu pmol/l abgesenkt. Möglich
machten dies Fortschritte bei der Probenvorbereitung und den analytischen Methoden. Stetige Verbes-
serungen der Transportbehälter wie Beutel [54], Glaspipetten [55] oder von innen speziell beschichtete
Gasbomben [56] machten es möglich, nicht nur am Ort der Probennahme die Analyten anzureichern
und der weiteren Auswertung zuzuführen, sondern auch Proben in die Labore zu transportieren, um
diese dort weiter zu verarbeiten.
Da von Mikroorganismen emittierte VOCs in Spurenkonzentrationen auftreten, muss die Probe
vor der gaschromatographisch-massenspektrometrischen Analyse aufkonzentriert werden. Dazu wurde
zunächst die Festphasenextraktion (engl.: solid phase extraction (SPE)) mit einem oder einer Kombina-
tion von mehreren Adsorptionsmaterialien verwendet. Materialien wie z. B. Aktivkohle [57], Tenax [58]
oder graphitisierte Kohle [59] kommen zum Tragen. Die zu analysierenden Proben werden durch das
Material geleitet und die Analyten reichern sich an den verwendeten Sorbentien an. Die Methode
besitzt aber erhebliche Nachteile. Das für eine SPE-Messung benötigte Probenvolumen von 1–6 Li-
ter [60, 61] ist relativ groß, womit diese Methode nicht einsetzbar ist, wenn nur wenig Gasvolumen
zur Verfügung steht. Zudem verursachen die hohen Probevolumina einen großen Zeitaufwand bei der
Probenahme. Schlussendlich ist auch die Desorption zur Analyse problematisch, da es bei Verwendung
von Lösungsmitteln zu Verunreinigungen und zu Nebenreaktionen kommen kann. Die Thermodesorop-
tion mit anschließender Kryofokussierung [62] benötigt zwar nicht den Einsatz von Lösungsmitteln, ist
aber aufwändig und führt unter anderem zur Kondensation von in der Probe enthaltenem Wasser. Die
Verwendung von Trockenmittel, um dieses Problem zu beheben, kann zu einem Verlust an Analyten
führen.
Eine große Weiterentwicklung für die Spurenanalytik gelang 1990 Arthur und Pawliszyn [63] mit
der Entwicklung der Festphasenmikroextraktion (engl.: solid phase microextraction (SPME)). Hier
werden die Analyten auf einer mit einem oder mehreren Sorbentien beschichteten Quarzglasfaser
angereichert. Je nach physikochemischen Eigenschaften (Molekulargewicht, Polarität) des Analyten
und den zu erwartenden Verteilungskoeffizienten (Gas/Fasermaterial) wird der geeignete Fasertyp
ausgewählt. Ein wichtiger Unterschied zwischen SPME und SPE ist, dass sich bei der SPME nach
einer gewissen Zeit ein Verteilungsgleichgewicht zwischen den Analyten in der Gasphase und der
Faserbeschichtung einstellt und ab diesem Zeitpunkt keine weitere Anreicherung mehr möglich ist. Ein
wesentlicher Vorteil der SPME-Technologie gegenüber der SPE ist das geringe benötigte Probevolumen
von nur noch 10–20 mL [64], so dass nicht nur die zur Probenahme benötigte Zeit verringert, sondern
auch neue Anwendungsgebiete eröffnet werden. Auch bei der SPME müssen im Anschluss an die
Präkonzentration die angereicherten Stoffe von ihren Sorbentien entweder thermisch [59] oder per
Mikrowellenenergie [58] desorbiert werden. Dies ist im Vergleich zur SPE weniger komplex, weniger
zeitaufwändig und weniger fehleranfällig, da die thermische Desorption direkt im heißen Injektor des
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1.2 Gasanalyse über bakteriellen Kulturen
Gaschromatographen erfolgen kann. Die SPME-Technologie kommt häufig in der pharmazeutischen,
toxikologischen und in der Umweltanalytik zur Anwendung [65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der verwendeten SPME Apparatur zur manuellen Extrakti-
on des Gasraumes bakterieller Kulturen
Auch in der Analysetechnik wurde eine Vielzahl von verschiedenen Methoden etabliert. Der Stan-
dard ist die Nutzung der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) [73, 74]. Im Gaschroma-
tographen wird die desorbierte Probe von einem Inertgas durch eine Quarzglassäule, die im Inneren
mit einer stationären Phase beschichtet ist, geleitet. Das Inertgas (mobile Phase) besteht meist aus
Stickstoff oder Helium. Als stationäre Phase kommen u.a. Polydimethylsiloxan, Polyethylenglykol oder
poröse Polymere zum Einsatz. Mit Hilfe eines Temperaturprogramms kann die Analyse optimiert wer-
den. Die Trennung der Analyten erfolgt in Abhängigkeit vom Siedepunkt und den Wechselwirkungen
der Analyten mit der stationären Phase. Am Ende der Säule registriert ein massenselektiver Detektor
das zeitliche Auftreten der verschiedenen Komponenten. In den meisten Fällen handelt es sich dabei
um ein sogenanntes Quadrupol-Massenspektrometer. Die Zeit, die eine Substanz benötigt, um das
jeweilige chromatographische System zu durchlaufen, wird als Retentionszeit bezeichnet.
Im an das GC angeschlossenen MS werden die aus der Säule ankommenden Analyten mit Elek-
tronen beschossen, wodurch sie fragmentiert und ionisiert werden. Die entstandenen Ionen werden
dann anhand ihres Masse-zu-Ladungsverhältnisses detektiert. Das entstehende Fragmentmuster gibt
Aufschluss über die Struktur des Analyten.
Die Identifizierung der Substanzen erfolgt anhand ihrer Retentionszeit und ihres charakteristischen
Massenspektrums. Durch die zusätzliche Messung reiner Referenzsubstanzen ist eine eindeutige Iden-
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1.3 Paratuberkulose: Ökonomische Bedeutung und mögliche Assoziation
Linsen 
SPME 
Injektor 
Ofen mit Säule Transferline Vakuumpumpe 
Ionenquelle 
Massenspektrometer 
Gaschromatograph 
Quadrupol 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des verwendeten GC-MS Systems zur Analyse volatiler Bio-
marker
tifizierung der Analyten möglich. Um eine quantitative Aussage zu treffen, können Kalibrierungen mit
definierten Standards aus Referenzsubstanzen durchgeführt werden. Die Entwicklungen der SPME-
GC-MS erlaubt die Erfassung von VOCs in Spurenkonzentrationen, so dass die beschriebenen Techni-
ken für die Untersuchung der flüchtigen Stoffwechselprodukte von Bakterien im Rahmen dieser Arbeit
verwendet werden konnten.
1.3 paratuberkulose: ökonomische bedeutung und mögliche assoziation
Paratuberkulose (ParaTB), eine chronisch fortschreitende Enteritis der domestizierten undwildlebenden Wiederkäuer, ist in allen Ländern mit intensiver Milchviehhaltung, Rinder- oder
Schafs-Industrie weit verbreitet. In den USA verursachen die abnehmende Produktivität der Milch-
und Fleischrinder und kontaminierte Milch und Käse schätzungsweise jährliche Verluste von $200 Mio.
bis $250 Mio. Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass das Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP), der Erreger der ParaTB, ein Kofaktor chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen wie Morbus
Crohn beim Menschen sein könnte [75].
1.4 paratuberkulose: probleme der diagnostik
D ie Kontrolle der ParaTB bei Nutztieren wird durch das Fehlen geeigneter Tests zur Identifizie-rung der Tiere in der frühen Phase der Erkrankung erschwert. Dies ist der geringen Empfindlich-
keit der direkten und indirekten diagnostischen Verfahren geschuldet [76]. Obwohl die ursprüngliche
Infektion in der Regel kurz nach der Geburt erfolgt, erscheinen die klinischen Symptome, wie Gewichts-
verlust und Durchfall, nicht selten erst mindestens zwei Jahre später. Ebenso sind MAP in den ersten
Jahren nach der Infektion nicht in fäkalen Ausscheidungen oder durch Bildung spezifischer Antikör-
per nachweisbar. Die Konzentration der MAP-Bakterien im Kot erhöht sich mit dem Fortschritt der
Erkrankung [77]. Es wurde festgestellt, dass eine starke positive Korrelation zwischen der Intensität
des Ausscheidens von MAP und der Bildung von spezifischen Antikörpern besteht [78].
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Zusätzlich zu den biologischen Möglichkeiten hat ein direkter Nachweis von MAP im Kot auch me-
thodische Einschränkungen. Der Nachweis von MAP-Genom mit Hilfe der PCR kann zwar innerhalb
von drei Tagen erfolgen, jedoch ist das Verfahren nur bei Tieren, die große Mengen an MAP-Bakterien
ausscheiden, empfindlich genug. Die Anzucht der Bakterien aus Stuhlproben ist dagegen die empfind-
lichste Methode, aber zeitlich durch den langen Replikationszyklus von MAP begrenzt. Mit festen
Medien sind zwischen 4 und 18 Wochen notwendig, um ein sichtbares Koloniewachstum zu erhalten.
Daher werden verschiedene automatisierte Flüssigkultur-Systeme ausgenutzt, um die Anzucht von
MAP zu beschleunigen. Diese Methoden beruhen entweder auf dem Nachweis von bakteriellen Me-
taboliten im Headspace über der Kulturbrühe, in der Brühe selbst [79, 80, 81, 82, 83], oder auf den
Verbrauch von Gasen durch lebende Bakterien. Letzteres führt zu einer negativen Druckänderung
innerhalb des Headspace der Kulturflasche [84]. Trotz der Verringerung des Zeitrahmens für die An-
zucht sind diese Methoden nicht spezifisch für den Nachweis von Mykobakterien und benötigen eine
anschließende Bestätigung der Anwesenheit von MAP durch einen nachgeschalteten Test. Darüber
hinaus sind all jene Verfahren, die zu nichtspezifischen Signalen führen anfällig für Verunreinigung
durch andere Mikroorganismen.
1.5 paratuberkulose: voc als früherkennung?
E in schneller, kostengünstiger und empfindlicher Test für den Nachweis von MAP in vivo und invitro wäre wünschenswert. Auf dem Wissen basierend, dass Bakterien VOCs emittieren [7, 85],
wurden bereits eine Reihe von Studien durchgeführt, um potentielle flüchtige Biomarker für Mykobak-
terien zu identifizieren [86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95]. Erste positive Ergebnisse mit spezifischen
VOCs wurden bei Versuchen mit Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis erlangt [93].
Auch konnte derivatisiertes Methylnicotinat als spezifischer Marker für Mycobacterium tuberculosis bei
positiven Versuchspersonen in signifikant höherer Konzentration in der Ausatemluft, im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe, nachgewiesen werden [94]. Zudem wurden Unterschiede in den VOC-
Mustern von MAP-infizierten und nicht infizierten Tieren in ersten Pilotversuchen unter Anwendung
unspezifischer Techniken, wie der elektronischen Nase [86] oder IMS [91], beschrieben. Obwohl diese Er-
gebnisse vielversprechend sind, fehlen bei den potentiellen Markern jegliche detaillierte Informationen
hinsichtlich ihrer Identität oder ihres biochemischen Ursprungs [91].
1.6 zielstellung der arbeit
Z iel dieser Arbeit war es, VOC-Profile im Headspace verschiedener MAP-Kulturen eindeutig zuidentifizieren und zu quantifizieren. Hieraus sollten MAP-spezifische VOC-Muster erstellt werden,
die einen ersten Schritt in Richtung einer nicht-invasiven in vitro und in vivoMAP-Detektion darstellen
können.
Folgende Fragen sollten mit dieser Arbeit im Detail beantwortet werden:
a) Lassen sich mittels Mikroextraktion und Gaschromatographie/Massenspektrometrie volatile MAP-
Marker identifizieren?
b) Unterscheiden sich die Markerprofile verschiedener MAP-Stämme?
c) Hängen die VOC-Profile und Konzentrationen vom Wachstumsstatus der Bakterien ab?
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2
MATERIAL UND METHODEN
2.1 referenzsubstanzen
Aceton, 2-Butanon, Hexanal, Methacrolein, Isopren und Benzol wurden von Ionimed Analy-tik GmbH (Innsbruck, Österreich) bezogen. Butan, Pentan, Hexan und 2-Ethoxy-2-Methyl-
Propan wurden von Supelco (Bellefonte, USA) gekauft. Methylisobutylketon, 3-Octanon, 2-Heptanon,
2-Methyl-Propanol, 2-Methylpenten, Furan, 2-Methylpropanal, Heptan, Methylacetat, Ethylacetat,
2-Methyl-Tetrahydrofuran, 2-Ethylfuran, 2-Pentylfuran, 4-Methylheptan, Dimethyldisulfid, 2-Methyl-
butanenitril und 2-Methyl-2-Butenal kamen von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland). Octane
wurde von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) gekauft. 1-Methylpyrrol, 2,4-dimethylheptene, 4-
Methyloctan, 3-Methylfuran, 3-Methylbutanal und 2,4-Dimethylheptan wurde von TCI Europe NV
(Zwijndrecht, Belgien) bezogen. Die SPME-Fasern (PDMS-Carboxen 75µm) wurden bei Supelco (Bel-
lefonte, USA) gekauft.
2.2 map-kulturen
D ie MAP-Stämme wurden auf Herrold Eigelb-Kulturmedien mit Mycobactin J und Amphoteri-cin, Nalidixinsäure und Vancomycin (HEYM-MJ, Becton Dickinson, Sparks, USA) kultiviert.
Zwei Loops (standardisierte Menge Bakterien in einer 5mm Impföse, von Bakteriologen verwendet)
Bakterien wurden in 4ml Middlebrook 7H9 Flüssigmedium, welches Ölsäure, Albumin, Dextrose, Ka-
talase, Mycobactin J, Polymyxin B, Amphotericin B, Carbenicillin und Trimethoprim (MB) enthält,
in Suspension gebracht. Die Bakteriensuspension wurde anschließend gründlich mit sterilen Glasper-
len verwirbelt und die nicht gelösten Bakterienaggregate konnten sich absetzen. Aus dem Überstand
wurden Verdünnungen von 100, 10−2, 10−4 und 10−6 hergestellt.
200µl bakterieller Suspensionen wurden jeweils auf die geneigten Flächen des HEYM-MJ Nährme-
diums geimpft. Die Kulturröhrchen wurden mit Silikon-/Teflon-Septen verschlossen.
Die Kulturen wurden bei 37 ◦C in horizontaler Position für eine Woche und anschließend in auf-
rechter Position für fünf weitere Wochen inkubiert. Pro Verdünnung und MAP Stamm wurden auf
diese Weise zwei Proben angesetzt. Zwei Kulturröhrchen HEYM-MJ Nährboden ohne Beimpfung mit
Bakterien dienten als Kontrolle. Die folgenden MAP-Stämme wurden verwendet:
• DSM 44133 (ATCC19689), angepasster Laborstamm
• JIII-386, Feldstamm von Schafen
• JII-2421, Feldstamm von Rindern
• JII-3197, Feldstamm von Rindern
• JII-0817, Feldstamm von Rotwild
Die Feldstämme wurden primär aus Gewebe des Ileums (JIII-386), des Intestinums (JII-0817) oder
aus Kot (Stamm JII-2421 und Stamm JII-3197) isoliert und nach den empfohlenen Standardprotokol-
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Abbildung 2.1: Besiedeltes Kulturröhrchen mit Schrägagar und SPME im Headspace
len des nationalen Referenzlabors kultiviert. Die molekulargenetischen Merkmale der Stämme sind in
Tabelle 2.1 aufgeführt.
Tabelle 2.1: Molekulargenetische Eigenschaften der untersuchten MAP-Stämme. Tabelle modifiziert
nach Trefz et al. [96].
IS900-RFLP [97] MIRU-VNTR [98] MLSSR [99]
BstI-PstII Loci 292-X3-25-47-3-7-10-32 Loci 1-2-8-9
1 ATCC 19698 C-type [100] C5-P1 32332228 7-10-5-5
2 JIII-386 S-type# I6-P13 42131118 7-12-3-4
3 JII-2421 C-type C1-P1 32332228 7-11-4-4
4 JII-3197 C-type C1-P1 22522226 7-(-)-4-4
5 JII-0817 C-type C17-P8 32332228 7-11-4-4
# Type III
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2.3 präkonzentration mittels spme
D ie VOCs im Headspace über den MAP Kulturen wurden mittels SPME aufkonzentriert. Füralle Messungen wurden Carboxen/PDMS-Fasern mit einer Stärke von 75µm (Supelco, Belfonte
PA) verwendet. Bevor die SPME-Fasern zum ersten Mal verwendet wurden, wurden sie im Injektor
eines GC bei 300 ◦C eine Stunde lang konditioniert. Anschließend wurde die Spitze der Faser mit
einer Teflon-Kappe bis zur Verwendung abgedichtet. Vor der Wiederverwendung wurden die SPME-
Fasern nochmalig 30 Minuten konditioniert. Ein Leerlauf wurde an jedem Tag vor der ersten Messung
durchgeführt, um sicherzustellen, dass keine Verunreinigungen der Faser vorhanden waren. Um die
Qualität der SPME-Fasern täglich zu kontrollieren, wurde ein Gas-Standard zu Beginn und am Ende
eines jeden GC-MS Messtages analysiert.
Bevor die SPME Fasern in den Headspace eingebracht wurden, wurden die MAP-Kulturen bei 37 ◦C
20 Minuten lang konditioniert. Diese Temperatur wurde auch während der Probenahme konstant
gehalten. Die SPME-Faser wurde durch das Septum in die Nährmediumsflasche eingeführt und für 20
Minuten bis zur Einstellung des Gleichgewichts im Headspace der Kultur belassen.
2.4 analysen der kulturen
D ie Analyse wurde mit einem Agilent 7890A Gaschromatograph in Kombination mit einem Agi-lent 5975 inert XL Massenselektiven Detektor (MSD) durchgeführt. Als Säule kam eine CP-Pora
Bond Q Fused Silica Säule (Varian Inc., CA) zum Einsatz. Die Analyse wurde nach manueller Injekti-
on und thermischer Desorption der Analyten von der SPME Faser durchgeführt. Die Tabelle 2.2 zeigt
ausgewählte analytische Parameter des GC/MS.
Tabelle 2.2: Ausgangsparameter GC/MS
GC/MS Ausgangsparameter Wert
Injektor-Temperatur 290 ◦C
Trägergasflussrate 1,7ml/min
Gesamtflussrate 50ml/min
Säulentemperatur 90 ◦C
Ionenquellentemperatur 230 ◦C
Transferlinetemperatur 280 ◦C
Ionisationsenergie 70 eV
Für die Analyse wurde der splitless-Mode verwendet, so dass in den ersten 60 Sekunden das gesamte
Trägergas, das mit der SPME-Faser in Kontakt kam, auf die Säule des Gaschromatographen überführt
wurde. Nach der ersten Minute schaltete der Gaschromatograph in den split-Modus, so dass Trägergas
nur noch zu einem kleinen Teil auf die Säule transferiert wurde (Split Ratio 1:30).
Die Ausgangstemperatur der Säule wurde zunächst für sechs Minuten bei 90 ◦C belassen, danach
mit einer Rate von 15 ◦C pro Minute auf 120 ◦C erhöht, dann mit einer Rate von 10 ◦C pro Minute
auf 140 ◦C und schließlich mit einer Rate von 15 ◦C pro Minute auf 260 ◦C angehoben.
Die die Säule verlassenden Verbindungen wurden per Elektronenstoß bei 70 eV ionisiert und anschlie-
ßend massenspektrometrisch im Bereich von 35–300 u bei einer Scanrate von 2,73 Scans/s detektiert.
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2.5 vorversuche – ziele, vorgehen
In Vorversuchen sollte untersucht werden, welche VOCs im Headspace der Kulturen zu erwartensind und ob eine wiederholte Probenahme sich systematisch auf die VOC Konzentrationen auswirkt.
Dadurch sollte geklärt werden, ob sich die Kulturen für wiederholte Messungen eignen.
Die Messungen wurden an den in Kapitel 2.2 beschriebenen MAP Stämmen durchgeführt. Die
verwendeten Bakterienkulturen lagen jeweils in zwei Ansätzen und in je vier Verdünnungsstufen vor.
Probenahme und Analytik erfolgten wie unter Kapitel 2.4 erläutert wurde.
Jeder Messtag bestand aus der Messung des Kontrollstandards, eines Leermediums, gefolgt von vier
Kulturmedien und eines weiteren Leermediums. Jede Probe wurde innerhalb von acht Tagen viermal
gemessen.
2.6 voc identifizierung, kalibrierung und quantifizierung
Gasstandards der potenziellen Marker-Substanzen wurden in Konzentrationen zwischen 0,46und 1933,4 ppbV vorbereitet. Für die Kalibrierung und zur Bestimmung der Nachweis- (engl.:
limit of detection (LOD)) und Bestimmungsgrenze (engl.: limit of quantification (LOQ)) wurden zehn
verschiedene Konzentrationen hergestellt.
Die Kalibrierstandards wurden aus reinen Referenzmaterialien hergestellt, in dem definierte Volumi-
na der Referenzsubstanzen mit Hilfe einer 10-µl-Spritze in eine zuvor evakuierte Gasmaus mit einem
Volumen von 100ml überführt wurde. Die Gasmaus wurde dann mit reinem Stickstoff belüftet. 50µl
des Gasgemisches wurden danach aus der Gasmaus in einen Tedlar-Beutel überführt, der mit einem
Liter Stickstoff befüllt war. Durch die Verdünnung dieses Standards mit Stickstoff wurden unterschied-
liche Konzentrationen in weiteren Tedlar-Beuteln hergestellt. 15ml der so erhaltenen Gasstandards
wurden in evakuierte 20ml Headspacegläschen überführt und der Druck in den Gläschen anschließend
mit Stickstoff ausgeglichen. Alle Gasstandards wurden mittels SPME unter den gleichen Bedingungen
(37 ◦C, 20 min) wie die MAP-Kulturen vorkonzentriert.
LOD und LOQ für die SPME-GC-MS-Methode wurden anhand des Signal-Rausch-Verhältnises
(engl.: signal-to-noise ratio (S/N)) bestimmt. Das Rauschen wurde experimentell mittels Leerproben
(reiner Stickstoff) ermittelt. LOD wurde als S/N von 3, LOQ als S/N von 10 definiert.
Zwei ausgewählte Kalibriergeraden sind exemplarisch in Abbildung 2.2 dargestellt.
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(a) 4-Methylheptan
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(b) 2-Ethylfuran
Abbildung 2.2: Kalibriergeraden und Geradengleichung (Mittelwerte und Standardabweichungen) für
(a) 2-Methylheptan und (b) 2-Ethylfuran. Abbildungen modifiziert nach Trefz et
al. [96].
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3
ERGEBNISSE
3.1 ergebnisse der vorversuche
Abbildung 3.1 zeigt typische Konzentrationsänderungen der im Headspace über den Bakteri-enkulturen gemessenen VOCs am Beispiel von 2-Ethyl-Furan. Dargestellt ist exemplarisch ein
Ergebnis für alle gemessenen Ansätze der Kultur JII-3197. Aufgetragen wurden die Peakflächen der
gemessenen Substanzen gegen die Reihenfolge, in der die Wiederholungsmessungen durchgeführt wur-
den. Zwischen den Messungen 1, 2 und 3 liegen zwei Tage, zwischen 1 und 4 zwischen vier und sieben
Tage und Messung 2 und 3 erfolgte am gleichen Tag innerhalb von Stunden. Zwischen den Messungen
3 und 4 liegen für 100 fünf Tage, für 10−2 zwei Tage, für 10−4 vier Tage und für 10−6 drei Tage.
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Abbildung 3.1: Tendenzielle Veränderungen der emittierten VOC-Menge durch Kultur JII-3197 am
Beispiel von 2-Ethyl-Furan bei vier Wiederholungsmessungen (Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen) innerhalb von acht Tagen. Abbildungen modifiziert nach Trefz et
al. [96].
Für die meisten der gemessenen Substanzen zeigt sich ein deutlicher Abfall der gemessenen Peakflä-
chen von der ersten zur zweiten Messung und ein weiterer Abfall von der zweiten zur dritten Messung,
während die vierte und letzte Messung meist in etwa dem Niveau von Messung 3 entspricht oder sogar
etwas höhere Werte aufweist, die allerdings deutlich unter denen von Messung 1 liegen.
Auch bei den Messungen des Leermediums wurden nach der ersten Messung deutlich geringere Peak-
flächen für die meisten VOCs gemessen. Die folgende Abbildung 3.2 zeigt den Konzentrationsverlauf
der Wiederholungsmessungen eines Leermediums am Beispiel von Furan.
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3.2 auswahl der relevanten vocs
D ie SPME-GC-MS Messungen ergaben mehr als 100 einzeln nachweisbare VOCs im Headspaceüber den MAP-Kulturen.
Um zwischen flüchtigen Verbindungen aus dem Medium und denen, die von den MAP Kulturen
erzeugt wurden zu unterscheiden, wurden die Konzentrationen der VOCs in den MAP-Kulturen mit
denen aus dem Leermedium verglichen. Nur VOCs, die nicht in den Leermedien oder mit signifi-
kant höherer Konzentration in den verschiedenen Kulturen im Vergleich zum Leermedium (> 120%
im Vergleich zum Leermedium) nachweisbar waren, wurden als potentielle Biomarker berücksichtigt.
Insgesamt konnten so 34 potentielle Markersubstanzen in den MAP-Kulturen identifiziert und im
Folgenden näher untersucht werden. Chromatogramme ausgewählter Ionenspuren zweier SPME-GC-
MS-Messungen, jeweils von einem Headspace über einer MAP-Kultur und über einem leeren Medium,
wurden als Abbildung 3.3 eingefügt.
Tabelle 3.1: Ausgewählte Massenspuren und Kalibrierungsdaten der Referenzsubstanzen (SPME-GC-
MS Assay; LOD = Detektionslimit, LOQ = Quantifizierungslimit)
Substanz Retentionszeitin Minuten
Quantifi-
zierungsion
Geraden-
steigung R
2 LOD / ppb LOQ / ppb
2-Ethylfuran 21,948 81 12278 0,998 0,19 0,65
2-Methylfuran 15,818 82 8569,5 0,993 9,55 31,83
3-Methylfuran 16,621 82 8471,9 0,996 0,13 0,42
Furan 9,811 68 4624,9 0,999 0,10 0,35
2-Pentylfuran 28,402 81 649,56 0,995 4,64 15,45
2-Heptanon 26,457 43 1227 0,999 2,98 9,94
3-Octanon 28,356 43 244,29 0,999 22,64 75,46
Acetone 10,136 58 37285 0,998 16,96 56,53
Methylisobutylketone 24,002 43 5989,9 0,998 1,26 4,19
2-Butanon 16,112 43 55243 0,999 1,43 4,75
3-Methylbutanal 21,5 44 1953,2 0,999 0,98 3,28
2-Methylpropanal 14,598 43 3050 0,999 0,25 0,83
Methacrolein 14,135 70 2727,2 0,999 0,12 0,41
2-Methylbutanal 21,578 57 2451,8 0,999 0,70 2,33
2-Methyl-2-Butenal 22,766 84 1688,2 0,997 0,26 0,86
Hexanal 24,712 56 15793 0,999 4,66 15,52
4-Methylheptan 25,299 43 6367,3 0,996 2,04 6,81
4-Methyloctan 26,982 43 3674,3 0,997 2,30 7,66
2,4-Dimethylheptan 26,596 43 2167,6 0,999 1,41 4,71
Butan 8,082 43 27544 0,999 3,48 11,60
Pentan 13,24 72 7153,3 0,993 5,55 18,49
Hexan 20,605 86 9507,2 0,993 7,27 24,23
Heptan 23,832 43 2651,3 0,998 2,64 8,81
Oktan 25,793 43 1967,2 0,995 3,85 12,85
2,4-Dimethyl-1-Hepten 26,596 43 2534 0,98 19,19 63,98
2-Methyl-1-Penten 19,802 56 5081,4 0,999 0,73 2,43
Isopren 12,622 67 52400 0,999 2,14 7,14
Methylacetat 11,572 43 3207,4 0,999 0,29 0,97
Ethylacetat 17,933 43 4044,2 0,999 0,19 0,64
2-Ethoxy-2-Methylpropan 21,809 59 9559,3 0,999 0,43 1,43
1-Methyl-1H-Pyrrol 22,319 81 2760,3 0,999 0,26 0,87
2-Methylbutanenitril 22,967 55 7348,7 0,999 6,54 21,80
Dimethyldisulfid 22,612 94 4219,9 0,993 0,08 0,26
Benzol 20,203 78 163737 0,991 8,86 29,52
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3.3 Identifikation und Quantifizierung
Leermedium (m/z 81) Leermedium (m/z 43) MAP Kultur (m/z 43) MAP Kultur (m/z 81) 
Retentionszeit [min] 
In
te
n
si
tä
t 
2          7                  12    17             22                      27       32 
Abbildung 3.3: Chromatogramme von ausgewählten Ionenspuren (m/z 43 und m/z 81) aus dem Head-
space des Referenzstammes DSM 44133 (Verdünnung von Bakterien 10−2; rotes Chro-
matogramm) und Leermedien (blaues Chromatogramm). Retentionszeiten von Marker-
Substanzen wurden in Tabelle 3.1 beschrieben. Abbildungen modifiziert nach Trefz et
al. [96].
3.3 identifikation und quantifizierung
Um die Verbindungen zu identifizieren, wurde eine spektrale Datenbank (NIST 2005 Gatesburg,PA, USA) als erster Ansatz verwendet. In einem zweiten Schritt wurden die GC Retentionszeiten
und Massenspektren der potentiellen Markerverbindungen durch die Messung reiner Referenzsubstan-
zen bestätigt. In Tabelle 3.1 sind die Retentionszeiten und quantitativen Parameter („qualifier ions“,
LODs und LOQs) aller 34 Substanzen dargestellt.
3.3.1 muster von voc-markern in map-kulturen
In den Abbildungen 3.4 und 3.5 sind die gemessenen VOC-Konzentrationen als Heatmap alleruntersuchter MAP-Stämme und Verdünnungen dargestellt. Die verschiedenen VOCs wurden auf
der y-Achse aufgetragen, während die verschiedenen MAP-Stämme auf der x-Achse mit zunehmender
Verdünnung von links nach rechts über jeden Stamm aufgetragen wurden. Das Leermedium und die
fünf untersuchten MAP-Stämme wurden durch rote Linien getrennt. Abbildung 3.4 zeigt quantitative
Daten (ppbV), während sich dagegen Abbildung 3.5 auf Daten bezieht, bei denen die VOC Konzentra-
tionen jeweils auf die maximale Konzentration in allen Proben normalisiert wurden. Auf diese Weise
wurden relative Unterschiede erkennbar und die Varianz zwischen den Proben hervorgehoben.
Abbildung 3.4 macht deutlich, dass 2-Pentylfuran, 3-Octanon und Pentan Verbindungen sind, die
in den Kulturen, aber nicht in den Leermedien detektiert wurden. Dahingegen ist 3-Methylbutanal
– 22 –
3.3 Identifikation und Quantifizierung
V
e
rd
ü
n
n
u
n
g
  
K
u
lt
u
r 
2
-E
th
y
lf
u
ra
n
 
2
-M
e
th
y
lf
u
ra
n
 
3
-M
e
th
y
lf
u
ra
n
 
F
u
ra
n
 
2
-P
e
n
ty
lf
u
ra
n
 
2
-H
e
p
ta
n
o
n
 
3
-O
ct
a
n
o
n
 
A
ce
to
n
 
M
e
th
y
li
so
b
u
ty
lk
e
to
n
 
2
-B
u
ta
n
o
n
 
3
-M
e
th
y
lb
u
ta
n
a
l 
2
-M
e
th
y
lp
ro
p
a
n
a
l 
M
e
th
a
cr
o
le
in
 
2
-M
e
th
y
lb
u
ta
n
a
l 
2
-M
e
th
y
l-
2
-B
u
te
n
a
l 
H
e
x
a
n
a
l 
4
-M
e
th
y
lh
e
p
ta
n
 
4
-M
e
th
y
lo
ct
a
n
 
2
,4
-D
im
e
th
y
lh
e
p
ta
n
 
B
u
ta
n
 
P
e
n
ta
n
 
H
e
x
a
n
 
H
e
p
ta
n
 
O
k
ta
n
 
2
,4
-D
im
e
th
y
l-
1
-H
e
p
te
n
 
2
-M
e
th
y
l-
1
-P
e
n
te
n
 
Is
o
p
re
n
 
M
e
th
y
la
ce
ta
t 
E
th
y
la
ce
ta
t 
2
-E
th
o
x
y
-2
-M
e
th
y
lp
ro
p
a
n
 
1
-M
e
th
y
l-
1
H
-P
y
rr
o
l 
2
-M
e
th
y
lb
u
ta
n
e
n
it
ri
l 
D
im
e
th
y
ld
is
u
lfi
d
 
B
e
n
zo
l M
e
d
iu
m
  
  
 1
 
  
 1
 
  
1
 
 1
 
2
  
  
  
  
  
  
 2
  
  
  
  
  
  
 2
  
  
  
  
  
  
2
  
  
  
  
  
  
 3
  
  
  
  
  
  
 3
  
  
  
  
  
  
 3
  
  
  
  
  
  
3
 
  
  
  
  
4
  
  
  
  
  
  
4
  
  
  
  
  
  
 4
  
  
  
  
  
  
 4
 
  
  
5
  
  
  
  
  
  
5
  
  
  
  
  
  
 5
  
  
  
  
  
  
 5
 
1
0
0
  
  
  
  
  
1
0
0
  
  
  
  
 1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
 1
0
0
  
  
  
  
 1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
 1
0
0
  
  
  
  
 1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
1
0
0
  
  
  
  
  
1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
1
0
0
  
  
  
  
  
1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
Konzentraon (ppbV) 
3
0
0
0
 
  2
5
0
0
 
  2
0
0
0
 
  1
5
0
0
 
  1
0
0
0
 
  5
0
0
 
  0
 
A
bb
ild
un
g
3.
4:
H
ea
tm
ap
m
it
de
n
au
sg
ew
äh
lte
n
V
O
C
s
au
s
fü
nf
ve
rs
ch
ie
de
ne
n
M
A
P-
St
äm
m
en
un
d
M
ed
ie
n
m
it
qu
an
tit
at
iv
en
D
at
en
;K
ul
tu
re
n:
1
=
D
SM
44
13
3,
2
=
JI
II
-3
86
,3
-5
=
JI
I-2
42
1,
JI
I-3
19
7,
JI
I-0
81
7.
A
bb
ild
un
ge
n
m
od
ifi
zi
er
t
na
ch
Tr
ef
z
et
al
.[
96
].
– 23 –
3.3 Identifikation und Quantifizierung
V
e
rd
ü
n
n
u
n
g
  
K
u
lt
u
r 
2
-E
th
y
lf
u
ra
n
 
2
-M
e
th
y
lf
u
ra
n
 
3
-M
e
th
y
lf
u
ra
n
 
F
u
ra
n
 
2
-P
e
n
ty
lf
u
ra
n
 
2
-H
e
p
ta
n
o
n
 
3
-O
ct
a
n
o
n
 
A
ce
to
n
 
M
e
th
y
li
so
b
u
ty
lk
e
to
n
 
2
-B
u
ta
n
o
n
 
3
-M
e
th
y
lb
u
ta
n
a
l 
2
-M
e
th
y
lp
ro
p
a
n
a
l 
M
e
th
a
cr
o
le
in
 
2
-M
e
th
y
lb
u
ta
n
a
l 
2
-M
e
th
y
l-
2
-B
u
te
n
a
l 
H
e
x
a
n
a
l 
4
-M
e
th
y
lh
e
p
ta
n
 
4
-M
e
th
y
lo
ct
a
n
 
2
,4
-D
im
e
th
y
lh
e
p
ta
n
 
B
u
ta
n
 
P
e
n
ta
n
 
H
e
x
a
n
 
H
e
p
ta
n
 
O
k
ta
n
 
2
,4
-D
im
e
th
y
l-
1
-H
e
p
te
n
 
2
-M
e
th
y
l-
1
-P
e
n
te
n
 
Is
o
p
re
n
 
M
e
th
y
la
ce
ta
t 
E
th
y
la
ce
ta
t 
2
-E
th
o
x
y
-2
-M
e
th
y
lp
ro
p
a
n
 
1
-M
e
th
y
l-
1
H
-P
y
rr
o
l 
2
-M
e
th
y
lb
u
ta
n
e
n
it
ri
l 
D
im
e
th
y
ld
is
u
lfi
d
 
B
e
n
zo
l M
e
d
iu
m
  
  
 1
 
  
 1
 
  
1
 
 1
 
2
  
  
  
  
  
  
 2
  
  
  
  
  
  
 2
  
  
  
  
  
  
2
  
  
  
  
  
  
 3
  
  
  
  
  
  
 3
  
  
  
  
  
  
 3
  
  
  
  
  
  
3
 
  
  
  
  
4
  
  
  
  
  
  
4
  
  
  
  
  
  
 4
  
  
  
  
  
  
 4
 
  
  
5
  
  
  
  
  
  
5
  
  
  
  
  
  
 5
  
  
  
  
  
  
 5
 
1
0
0
  
  
  
  
  
1
0
0
  
  
  
  
 1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
 1
0
0
  
  
  
  
 1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
 1
0
0
  
  
  
  
 1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
1
0
0
  
  
  
  
  
1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
  
  
  
1
0
0
  
  
  
  
  
1
0
-2
  
  
  
  
1
0
-4
  
  
  
  
 1
0
-6
  
1
 
 0
,9
 
 0
,8
 
 0
,7
 
 0
,6
 
 0
,5
 
 0
,4
 
 0
,3
 
 0
,2
 
 0
,1
 
 0
 
A
bb
ild
un
g
3.
5:
H
ea
tm
ap
m
it
de
n
au
sg
ew
äh
lte
n
V
O
C
sa
us
fü
nf
ve
rs
ch
ie
de
ne
n
M
A
P-
St
äm
m
en
un
d
M
ed
ie
n
m
it
au
fM
ax
im
al
we
rt
e
no
rm
al
isi
er
te
n
D
at
en
;K
ul
tu
re
n:
1
=
D
SM
44
13
3,
2
=
JI
II
-3
86
,3
-5
=
JI
I-2
42
1,
JI
I-3
19
7,
JI
I-0
81
7.
A
bb
ild
un
ge
n
m
od
ifi
zi
er
t
na
ch
Tr
ef
z
et
al
.[
96
].
– 24 –
3.3 Identifikation und Quantifizierung
in den Leermedium aber auch in den Kulturen, vor allem in den Kulturen drei bis fünf vorhanden.
Deutlich hebt sich auch 1-Methyl-1H-Pyrrol in den Kulturen eins und zwei hervor.
In Abbildung 3.5 ist die Ähnlichkeit der Kulturen drei bis fünf im Vergleich zum Leermedium und
den Kulturen eins und zwei deutlich erkennbar. Beispielhaft dafür sie die Verbindungen 4-Methylheptan,
4-Methyloctan, 2,4-Dimethylheptan, Butan und Pentan.
Unter den identifizierten potenziellen Markersubstanzen waren Furane, Aldehyde, aliphatische und
ungesättigte Kohlenwasserstoffe sowie stickstoffhaltige Verbindungen. In den folgenden Abschnitten
werden die Ergebnisse der einzelnen Stoffklassen im Detail beschrieben.
3.3.2 furane
Unter den erfassten Substanzen zeigten die substituierten Furane die höchsten Konzentrationenim Headspace über MAP Kulturen. Es wurden Konzentrationen bis 7 ppmV für 2-Pentylfuran
gefunden. Die Konzentrationen von Furan, 2-Methylfuran und 3-Methylfuran waren im Headspace der
MAP-Kulturen 2 bis 6 mal, die Konzentrationen für 2-Ethylfuran und 2-Pentylfuran waren 15 bis 191
mal höher als im Headspace der Leermedien.
3.3.3 aldehyde
D ieKonzentrationen von 3-Methylbutanal, 2-Methylbutanal, 2-Methylpropanal und Methacroleinlagen in allen MAP-Proben sowie in den Leermedien über dem LOQ. Alle Proben der MAP-
Feldstämme vom Rind emittierten (1,5 bis 2 mal) höhere Konzentrationen von 2-Methylbutanal im
Vergleich zum Leermedium. Die Konzentration von 3-Methylpropanal lag in allen Proben der beiden
MAP-Stämme vom Rind (JII-0817 und JII-3197) über denen im Leermedium. Die Mehrheit der MAP-
Stämme vom Schaf zeigte niedrigere Konzentrationen als in den Leermedien.
3.3.4 kohlenwasserstoffe
D ie Konzentrationen von Pentan, 4-Methylheptan, 4-Methyloctan und 2,4-Dimethylheptan warenin den MAP-Proben im Vergleich zu den Leermedien immer erhöht. Allerdings waren die meisten
Kohlenwasserstoffe auch in den Leermedien nachweisbar. Die Konzentrationen von Heptan waren in
den Leermedien unter dem LOQ und in allen MAP-Proben stärker erhöht. Die Oktan-Konzentrationen
lagen in den MAP-Proben über dem LOQ. Die Hexan-Konzentration war im Headspace der MAP-
Proben vom Schaf niedriger und in allen anderen MAP-Proben höher, verglichen mit den Leermedien.
Die Konzentration von 2,4-Dimethyl-1-Hepten war unter dem LOQ in den Leermedien und in allen
MAP-Proben höher. 2-Methyl-1-Penten konnte in den Leermedien und in den MAP-Kulturen be-
stimmt werden, die Konzentrationen waren jedoch in den meisten MAP-Proben höher. Isopren konnte
in den Leermedien nicht nachgewiesen werden und die Konzentration in den meisten MAP-Proben
lag unter der Bestimmungsgrenze.
3.3.5 n- und s-enthaltende verbindungen
1-Methyl-1-H-pyrrol konnte nicht in den MAP-Proben aus den drei Feldstämmen vom Rinddetektiert werden, aber im Laborstamm und Feldstamm vom Schaf. Die Konzentration von 1-
Methyl-Butannitril war bei allen MAP-Proben der Feldstämme vom Rind höher im Vergleich zu
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3.4 Differenzierung von MAP-Stämmen und Medien
den Leermedien. Die Dimethyldisulfid Konzentrationen waren in den MAP-Proben höher als in den
Leermedien.
3.4 differenzierung von map-stämmen und medien
Der Referenzstamm emittierte mit Ausnahme von Ethylacetat niedrigere Konzentrationen dermeisten Substanzen im Vergleich zu den anderen vier untersuchten MAP Stämmen. Darüber
hinaus verringerten sich die Konzentrationen von Ethylacetat mit höheren Verdünnungen. Im Gegen-
satz dazu zeigten die MAP-Proben der Feldstämme vom Schaf (JIII-386) die größten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Proben (Wiederholungstest und Verdünnungen) und emittierten die höchs-
ten Stoffkonzentrationen.
Die Konzentrationen von gesättigten und ungesättigten Kohlenwasserstoffen waren tendenziell in
den Feldstämmen vom Rind höher, als in den beiden anderen MAP-Stämmen. Die höchsten Mengen an
Aldehyden konnten im Feldstamm vom Schaf (JIII-386) gefunden werden, allerdings war die Varianz
zwischen den verschiedenen Proben hoch. Obwohl alle 34 ausgewählten Verbindungen von fast allen
MAP-Proben emittiert wurden, waren die Konzentrationen der untersuchten Verbindungen zwischen
dem Referenz-Stamm und den Feldstämmen der Schafe und Rinder verschieden.
Abbildung 3.6 zeigt den Score Plot und Abbildung 3.7 den Loading Plot einer Hauptkomponenten-
analyse (engl.: Principal Component Analysis, PCA) aller 34 VOCs, wobei jeweils Hauptkomponente
1 (PC 1) und Hauptkomponente 2 (PC 2) das Koordinatensystem bilden. Die Daten wurden vor der
PCA auf die Standardabweichung normiert und auf die Mittelwerte zentriert. Als Validierungsmetho-
de wurde eine Kreuzvalidierung durchgeführt. PC 1 erklärt 37% der Varianz der Daten, während PC
2 18% erklärt.
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Abbildung 3.6: Hauptkomponentenanalyse (PC1: 38%; PC2: 17%) der emittierten VOCs aus fünf
verschiedenen MAP-Stämmen und den leeren Medien. 1: DSM 44133 (Laborreferenz-
stamm), 2: JIII-386 (Schaf-Stamm), 3-5: JII-2421, JII-3197, JII-0817 (Feld-Stämme).
Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].
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3.5 Auswirkungen des bakteriellen Bewuchses auf die VOC-Emissionen
Die Leermedien (blauer Kreis) waren negativ auf PC 1 und PC 2 korreliert und deutlich von allen
fünf MAP-Stämmen getrennt. Der Referenzstamm (roter Kreis) zeigte eine leicht negative Korrelation
auf PC 1 und PC 2. Die Feldstämme vom Schaf waren positiv auf PC 2 korreliert. Die Feldstämme vom
Rind dagegen zeigten sich positiv auf PC 1, mit einer positiven und negativen Korrelation auf PC 2. Die
hohen Schwankungen der gemessenen VOC-Konzentrationen zwischen den Wiederholungsmessungen
und den Verdünnungen der MAP-Proben innerhalb des Feldstammes vom Schaf spiegelten sich auch in
den Ergebnissen der PCA wieder. Während die drei Feldstämme vom Rind sowie der Referenz-Stamm
tendenziell Cluster im Score Plot bildeten, wiesen die Scores des Feldstammes vom Schaf (grüner
Kreis) eine größere Streuung auf.
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Abbildung 3.7: Loading Plot zur Hauptkomponentenanalyse (PC1: 38%; PC2: 17%) auf VOCs, beste-
hend aus den 34 identifizierten VOCs aus fünf verschiedenen MAP-Stämme und den
leeren Medien. Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].
Abbildung 3.7 zeigt den Loading Plot von PC 1 gegen PC 2. Mit Ausnahme von Hexanal, 2-Methyl-
2-Butenal, Methylacetat und 1-Methyl-1H-Pyrrol (alle im grünen Kreis) sind alle VOCs auf PC 1
positiv korreliert. Eine weitere Ausnahme bilden 3-Methylbutanal, Methacrolein, 4-Methylheptan, 4-
Methyloctan, 2,4-Dimethylheptan, Pentan, Hexan, 2,4-Dimethyl-1-Hepten, 2-Methyl-1-Penten, Iso-
pren, Ethylacetat, 2-Ethoxy-2-Methylpropan, 2-Methylbutanentril und Benzol (rotes Rechteck und
als Ausschnittsvergrößerung in Abbildung 3.8), die negativ auf PC 2 korreliert sind.
3.5 auswirkungen des bakteriellen bewuchses auf die voc-emissionen
In Abbildung 3.9 ist der Einfluss verschiedener Verdünnungen der MAP-Proben auf die Konzentra-tionen von 2-Ethylfuran, 2-Methylfuran, 3-Methylfuran, 2-Pentylfuran, Ethylacetat, 1-Methyl-1-H-
pyrrol und Dimethyldisulfid gezeigt.
Die Konzentrationen von substituierten Furanen (Abb. 3.9(a) – Abb. 3.9(c)) im Headspace über
den Kulturen verringerten sich mit höherem bakteriellen Bewuchs. Dies war im Feldstamm vom Schaf
(JIII-386) weniger ausgeprägt. 3-Methylfuran zeigte im Vergleich zu den anderen drei substituierten
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Abbildung 3.8: Vergrößerte Darstellung der positiven X und negativen Y Achse der Abbildung 3.7.
Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].
Furanen eine weniger ausgeprägte Konzentrationsabhängigkeit. Die Konzentration von Furan zeigte
keine Abhängigkeit von der Dichte des bakteriellen Bewuchses.
Im Gegensatz dazu erhöhte sich die Emission von Ethylacetat (Abb. 3.9(d)) mit zunehmender Dichte
des bakteriellen Bewuchses.
1-Methyl-1H-Pyrrol (Abb. 3.9(f)) wurde nur im Referenzstamm und im Feldstamm vom Schaf detek-
tiert und zeigte eine Abnahme der Konzentration bei Zunahme der Dichte des bakteriellen Bewuchses.
Dimethyldisulfid (Abb. 3.9(e)) zeigte eine ähnliche Tendenz wie die substituierten Furane, aber auch
hier war der Effekt im Referenzstamm weniger ausgeprägt.
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(b) 2-Methylfuran
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(c) 2-Pentylfuran
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(d) Ethylacetat
Dimthyldisulfide 
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(e) Dimethyldisulfid
1-methyl-1-H-pyrole 
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(f) 1-Methyl-1H-Pyrrol
Abbildung 3.9: Konzentrationen (Mittelwerte und Standardabweichungen) von a) 2-Ethylfuran, b) 2-
Methylfuran, c) 2-Pentylfuran, d) Ethylacetat, e) Dimethyldisulfid und f) 1-Methyl-1H-
Pyrrol bei unterschiedlichen bakteriellen Bewuchs (oder Dichten) der fünf verglichenen
Stämme. 1: DSM 44133 (Laborreferenzstamm), 2: JIII-386 (Schaf-Stamm), 3-5: JII-
2421, JII-3197, JII-0817 (Feld-Stämme). Abbildungen modifiziert nach Trefz et al. [96].
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4
DISKUSS ION
4.1 diskussion der vorversuche
D ie Ergebnisse der Wiederholungsmessungen zeigen, dass bei Verwendung der SPME trotz Gleich-gewichtseinstellung eine so große Menge an VOCs aus den Kulturflaschen extrahiert werden,
dass die Konzentration von Messung zu Messung deutlich abnehmen. Dieses Verhalten war bei allen
5 Kulturen und Verdünnungsstufen zu beobachten, so dass eine systematische Veränderung vorliegt.
Wiederholte Messungen an einer Bakterienkultur sind somit nicht reproduzierbar möglich. Für die
statistische Auswertung im Hauptversuch wurde daher nur die jeweils erste Messungen herangezogen,
da zu diesem Zeitpunkt noch keine Veränderungen am Bakterienkultursystem erfolgt waren.
Auch bei den Messungen des Leermediums wurden nach der ersten Messung für die meisten VOCs
deutlich geringere Peakflächen gemessen. Hier wurde im Hauptversuch ebenfalls nur die jeweils erste
Messungen für die weitere statistische Auswertung verwendet.
4.2 identifizierung von map-markern per mikroextraktion
Mehr als 100 VOCs wurden im Headspace über den MAP-Kulturen mittels HS-SPME-GC-MSdetektiert. Unter diesen mehr als 100 VOCs konnten 34 Verbindungen auf das Wachstum der
Mykobakterien zurückgeführt werden. Angesichts der großen Zahl und der chemischen Vielfalt der
VOCs, die aus Bakterienkulturen emittiert werden [4, 101], war eine eindeutige Identifizierung und zu-
verlässige Quantifizierung notwendig, um diese VOCs oder die daraus erstellten Muster als Biomarker
für das bakterielle Wachstum verwenden zu können. In dieser Arbeit wurde zur Stoffidentifizierung
nicht nur eine MS-Datenbankabfrage (z. B. NIST) verwendet, sondern die Substanzen auch durch
die Analyse reiner Referenzsubstanzen bestätigt. Darüber hinaus wurde eine zuverlässige Quantifizie-
rung durch Kalibrierungen unter Zuhilfenahme von Referenzmaterialien erreicht. Die LOD und LOQ
wurden für alle Substanzen, die in dieser Studie diskutiert wurden, bestimmt. Vergleicht man die in
dieser Arbeit verwendete Methode zur Identifizierung von bakteriellen VOCs mit den Ergebnissen der
Übersichtsarbeit von Bos et al. [101], so ist feststellbar, dass die hier verwendete GC-MS Messung
gegenwärtig als „Goldstandard“ zur Identifizierung unbekannter volatiler Markersubstanzen gilt.
4.3 markerprofileunterschiede zwischen den kulturen
Alle fünf MAP-Stämme konnten deutlich von den Leermedien anhand der Muster ihrer emittier-ten VOCs, unterschieden werden. Darüber hinaus unterschieden sich die Muster der emittierten
VOCs des Referenzstammes im Vergleich zu den Feldstämmen. Die Emissionsmuster von Leerme-
dien und die verschiedener MAP-Proben unterschieden sich qualitativ und quantitativ voneinander.
MAP-Proben emittierten VOCs, die nicht im Headspace der Leermedien gefunden werden konnten.
Des Weiteren hatten Verbindungen, die sowohl im Headspace über den Kulturen als auch über den
Leermedien gefunden wurden, im Headspace über den MAP-Proben höhere Konzentrationen. Unter
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diesen Substanzen waren Furane, Aldehyde, aliphatische und ungesättigte Kohlenwasserstoffe und
einige stickstoffhaltige Verbindungen die Häufigsten.
Durch den Vergleich des ganzen Genoms von MAP wurden zwei große Abstammungslinien, die des
Schafes und die des Rindes [102] differenziert. Historisch werden diese als „Schaf- oder S-Typ“ und als
„Rind- oder C-Typ“ bezeichnet [100]. Mit Genotypisierungsverfahren kann man die S-Stämme noch
weiter in zwei Subtypen unterteilen, nämlich in Typ I und Typ III [103]. Neben den genotypischen
Unterschieden, zeigen Erregerstämme der beiden Abstammungslinien phänotypische Unterschiede, wie
Wachstumsrate [100, 104, 105], die Nutzung von verschiedenen Eisenstoffwechselwegen [106] und Cy-
tokininduktion in Makrophagen [107, 108].
Um die genetische Variabilität von MAP zu berücksichtigen, wurden ein im Labor angepasster
Stamm, ein Feldstamm vom S-Typ und drei Feldstämme vom C-Typ untersucht. Es war möglich, den
im Labor angepassten Stamm und den Feldstamm vom S-Typ von den Feldstämmen vom C-Typ durch
ihre volatilen Emissionensmuster zu unterscheiden. 1-Methyl-1-H-pyrrol konnte nur im Headspace über
Kulturen des im Labor angepassten Stammes und des Feldstammes vom S-Typ nachgewiesen werden.
Pyrrole repräsentieren Grundbestandteile des Häm-Komplexes, die in Sensorproteinen [109] und in
Katalasen-/Peroxidase-Enzymsystemen [110] der Mykobakterien gefunden werden können. Die Tatsa-
che, dass 1-Methyl-1-H-Pyrrol in nachweisbaren Konzentrationen nur in dem im Labor angepassten
Stamm und im Feldstamm vom S-Typ nachgewiesen werden konnte, kann hypothetisch einerseits auf
die (phylo)genetischen Unterschiede zwischen den Schaf- und Rinderstämmen zurückgeführt werden
und andererseits auf die verschiedenen langfristigen Umgebungsbedingungen, denen diese Bakterien-
stämme ausgesetzt wurden. Beide Gegebenheiten können zur Expression spezifischer Enzymsysteme
geführt haben. Denn eine langfristige in vitro Passage beeinflusst auch die Genomvielfalt von MAP-
Impfstämmen unter verschiedenen Kulturbedingungen, was zu einer großen Reihe an genomischen
Vervielfältigungen, Deletionen und Transpositionen führt. Durch die Verwendung der klassischen sys-
temischen Selektivierung von Subkulturen konnten spezifische MAP-genomische Veränderungen in
einigen Impfstämmen bestimmt werden, bei denen die resultierenden attenuierten Phänotypen die De-
fizite in der Verarbeitung von hochreaktiven Sauerstoffspezies genetisch ursächlich erklären [111]. Dem
gegenüber zeigen die Emissionen aus den drei Feldstämmen vom C-Typ keine deutlichen Unterschiede.
Obwohl die Ergebnisse von allen Verdünnungsreihen aller MAP-Stämme in die Hauptkomponenten-
analyse gegeben wurden, war eine Unterscheidung des im Labor angepassten Stammes und des Feld-
stammes vom S-Typ von den drei Feldstämmen vom C-Typ möglich. Dies zeigt, dass das Emissions-
muster, das auf 34 ausgewählten VOCs basiert, nicht nur die Unterscheidung zwischen den Leermedien
und den MAP-Stämmen ermöglicht, sondern auch die Unterscheidung verschiedener MAP-Stämme
unabhängig von der Dichte des bakteriellen Bewuchses möglich macht.
Auch bestätigen die Ergebnisse die in der Literaturübersichtsarbeit über 31 Peer-Review-Publika-
tionen von Bos et al. [101] 2013 aufgestellten Theorien. Die unterschiedlichen Studienergebnisse der
betrachteten Veröffentlichungen führte die Arbeitsgruppe in einer ersten Theorie auf die teilweise un-
terschiedlichen Subtypen der Stämme zurück. Eine weitere ihrer Theorien besagte, dass die meisten
Arbeiten Referenzstämme, einige aber stattdessen Feldstämme der Bakterien nutzen. So schlussfolger-
ten sie, dass jene verschieden effiziente Enzyme besitzen könnten. Die Schlussfolgerung, dass dies die
klinische Identifikation von Subtypen durch VOCs erschweren könnte, ist durch die Ergebnisse dieser
Studie klar widerlegt.
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4.4 markerprofile und das wachstumsstadium
Es bestehen Zusammenhänge zwischen der Dichte des bakteriellen Bewuchses und den Konzentra-tionen von 2-Ethylfuran, 2-Methylfuran, 3-Methylfuran, 2-Pentylfuran, Ethylacetat, 1-Methyl-
1-H-pyrrol und Dimethyldisulfid im Headspace. Verschiedene Furane wurden bereits in unterschied-
lichen Mikroorganismen nachgewiesen [4, 112, 113, 114, 115, 116] und auch als Indikatoren für das
Pilzwachstum im Getreide erwogen [112]. 2-Pentylfuran wurde im Headspace über Aspergillus fumiga-
tus sowie in der Atemluft von Patienten mit Aspergillus fumigatus-Infektion nachgewiesen [117, 118].
2-Methylfuran, 2-Ethylfuran und 2-Pentylfuran waren auch als VOCs, die von Rhizobakterien stam-
men, bekannt. Dort aber waren diese VOCs nur in sehr geringen Konzentrationen [30] nachweisbar,
während die Konzentrationen in den MAP-Proben im hohen ppmV-Bereich lagen. Eine Überwuche-
rung mit Aspergillus konnte in allen analysierten MAP-Proben ausgeschlossen werden. Die hohen
Furan-Konzentrationen scheinen daher ein Indikator für das Wachstum von Mykobakterien zu sein.
Die Glykolipide der Zelloberflächen von Mykobakterien enthalten D-Galactofuran [119] und Arabino-
furanosylreste [120]. Furfural und Furane könnten von diesen Pentoseverbindungen stammen. Darüber
hinaus könnten Furane möglicherweise während des oxydativen Abbaus von Fettsäuren oder entlang
des Syntheseweges über Acetyl-CoA-Bausteine [4] erzeugt werden.
Aus diesen biochemischen Stoffwechselwegen ließe sich rückschließen, dass Furane das Wachstum
von (Myko)Bakterien im Sinne von Zellvermehrung anzeigen. Außerdem könnten Furane, die aus D-
Galactofuran- oder Arabinofuranosylresten von Teilen der Oberflächenstrukturen der Mycobacterien
stammen, eventuell sogar das Wachstum von spezifischen Mykobakterien anzeigen.
Der Struktur der Zellwand verdanken die verschiedenen Mykobakterienarten viele ihrer einzigartigen
Eigenschaften, darunter die Widerstandsfähigkeit gegen bakterizide Abwehrmaßnahmen des Wirts und
die geringe Durchlässigkeit für Antibiotika. Verbindungen, die strukturell mit Mykolsäuren verwandt
sind, wurden in signifikanten Mengen in Mykobakterien gefunden. Diese Verbindungen beinhalten
langkettige Säuren, Alkohole sowie Ketone [121]. Mycolsäuren stellen einen wichtigen Bestandteil der
Zellhülle von Mykobakterien dar. Wenn diese langkettigen Fettsäuren enzymatisch oder thermisch
gespalten werden, könnte dies verschiedene Aldehyde und Ketone erzeugen [122, 123]. Darüber hin-
aus wurden Aldehyde als Zwischenprodukte [124] bei der Biosynthese von Lipiden in Mykobakterien
ermittelt. Es sind weitere Erkenntnisse und mehr experimentelle Daten über den Stoffwechsel der
Mycolsäure notwendig um herauszufinden, ob einige Aldehyde spezifische Marker für das Wachstum
von Mykobakterien darstellen können.
Betrachtet man die Struktur der Mykolsäuren, könnten die verzweigten Kohlenwasserstoffe auch
durch oxydative oder enzymatische Spaltung dieser langkettigen Fettsäuren erzeugt werden. Es ist
auch bekannt, dass Dimethyldisulfid aus Cystein oder Methionin durch Transaminierung oder Dispro-
portionierung erzeugt wird [4].
Variierend dichter bakterieller Bewuchs erzeugte in den MAP-Proben unterschiedliche Emissionen
von substituierten Furanen, Ethylacetat, Dimethyldisulfiden und Methylpyrrolen. Geringerer bakteri-
eller Bewuchs führte zu höheren Konzentrationen an Furanen, Dimethyldisulfiden und Methylpyrrolen.
Flüchtige Substanzen, z. B. Methyl-2,3,3,4-tetrahydroxyhydrofuran (S-THMF), wurden als Signalstof-
fe zur Kommunikation von Zelle zu Zelle in gram-positive und gram-negativen Bakterien [7, 45] be-
schrieben. Daher könnten steigenden Konzentrationen an Furanen, Dimethyldisulfid und Methylpyrrol
chemische Signale für das Potenzial des weiteren Wachstums in einer Kultur mit geringem bakteriellem
Bewuchs sein. Da Ethylacetat während der Biosynthese von Fettsäuren [4] erzeugt wird, würde eine
größere Mengen an im Wachstum befindlichen Zellen zu einer höheren Konzentration dieser Substanz
im Headspace über den Kulturen führen.
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Eine Verbindung zwischen dem mikrobiologischen Wachstum und der VOC-Emissionsdynamik zeig-
te auch Bunge et al. [125] mit PTR-MS [126] Messungen. Bei Samonella enterica korrelierte ein nicht
identifiziertes Signal bei 89 amu mit der Zellzahl des bakteriellen Bewuchses und 2-Butanon konnte
erst 9 Stunden nach der Beimpfung nachgewiesen werden. Shigella flexneri zeigte einen raschen Peak
von Acetaldehyd und Escherichia coli zeigte 3–4 Stunden nach der Beimpfung einen Anstieg um 3
Potenzen, um danach langsam über den Rest der Messung abzufallen. Auch waren einige Substanzen
nur über kurze Zeit nachweisbar, wie z. B. Aceton, das nur für 100 Minuten von E. coli produziert
wurde.
4.5 limitationen und ausblicke
D ie Analyse von aus mykobakteriellen Kulturen emittierten VOCs kann verwendet werden, umsowohl das Wachstum von Bakterien zu identifizieren, als auch, um zwischen verschiedenen Bak-
terienstämmen zu differenzieren. In dieser Arbeit wurden die Proben nur zu einem Zeitpunkt in ihrem
Wachstumsverlauf gemessen. Die vier verschiedenen Verdünnungsstufen während der Beimpfung der
Nährmedien ermöglichten es aber, verschiedene Bewuchsstadien zu erstellen. Dies greift auch eine
weitere Theorie von Bos et al. [101] auf, die feststellten, dass in den betrachteten Arbeiten verschie-
dene Zeitpunkte des Wachstums betrachtete wurden. Hier könnte die Frage nach einem Unterschied
zwischen der log- und stationären-Phase des MAP-Wachstums für zukünftige Ansätze gestellt werden.
Mit dem von Bunge et al. [125] gewählten Ansatz zur Probennahme bei Bakterien, eine PTR-
MS [126] oder wie später bei Thorn et al. [127] eine SIFT-MS [128] zu nutzen, könnte in einer zukünf-
tigen Versuchsreihe das Wachstum der MAP-Kulturen über einige Monate beobachtet und somit deren
Verlauf genauer begutachtet werden. Die Generationszeit der von den genannten Arbeitsgruppen ver-
wendeten Bakterien muss aber mit in Betracht gezogen werden. Pseudomonas aeruginosa besitzt eine
Generationszeit von 30–40 Minuten [129], Escherichia coli von 20–30 Minuten [130] und Staphylococcus
aureus von 25–30 Minuten [131]. Dem gegenüber steht MAP mit einer durchschnittlichen Generatio-
nenzeit von 1,4 Tagen [132, 133]. Die im Verhältnis enormen Unterschiede der Generationenzeit in
Betracht ziehend, könnten die regelmäßiger erstellten Muster der emittierten VOCs wertvolle Informa-
tionen über genetische und umweltbedingte Veränderungen von Stoffwechselwegen der Mycobakterien
liefern. Außerdem könnten sie die annähernde Berechnung des bakteriellen Bewuchses ermöglichen.
Eine weitere Möglichkeit für die Fortführung der Arbeit wäre die Frage in Hinblick auf die zweite
Theorie von Bos et al. [101], ob und wie sich das VOC-Muster in vitro mit der Verwendung eines an-
deren Nähmediums oder der Bereitstellung eines anderen Nährstoffangebotes für die MAP-Kulturen
ändern würde. McNerney et al. [134] verweist speziell bei Mycobakterien auf eventuelle große Unter-
schiede bei den emittierten VOCs in Bezug auf verschiedene Wachstumsbedingungen und Nährböden.
Auch könnte man in weiteren Versuchen die verwendete Säule oder den Fasertyp der zur Extraktion
verwendeten SPME variieren, da so ein anderes Spektrum an VOCs nachgewiesen werden könnte, wie
auch Tait et al. [135] berichtete.
Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse eröffnen auch die Möglichkeit, in Richtung einer
in vivo Anwendung weitere Versuchsreihen anzustreben. So stellt sich die Frage, ob die identifizierten
VOCs und das erstellte Markerset auch im in vivo Modell wiederzufinden sind. So könnten in Pilot-
messungen Kotproben, Atem- oder Raumluft von mit MAP infizierten Tieren untersucht werden, um
so das Markerset zu testen. Im weiteren Verlauf könnte auch hier eine Real-Time-Messung zeigen, wie
schnell sich MAP unter verschiedenen Umgebungsbedingungen ausbreitet.
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Abschließend wäre es interessant zu untersuchen, ob für andere Bakterien aus der Gattung der
Mycobakterien oder gar aus der Abteilung der Actionobakterien auch ein solches Markerset erstellbar
wäre.
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5
ZUSAMMENFASSUNG UND THESEN
5.1 zusammenfassung
D iese Arbeit konnte mit ihrem beschriebenen Verfahren zum ersten Mal ein Markerset aus 34eindeutig identifizierten VOCs zum Nachweis von Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
in vitro zeigen. Dies war sowohl bei unverdünnt vorliegenden Bakterienkulturen, als bei bis zum Faktor
10−6 verdünnten Stämmen durchgehend möglich.
Es konnten des Weiteren alle fünf verwendeten MAP-Stämme voneinander, aber auch vom ver-
wendeten Leermedium unterschieden werden. Auch erzeugten die verringerten Konzentrationen bei
den Verdünnungsstufen keine Probleme bei der Unterscheidung der jeweiligen Stämme. Zusätzlich
Unterschied sich das VOC-Muster des verwendeten Laborstammes deutlich von dem der Feldstämme.
Es zeigte sich, dass die Dichte des Bakterienwachstums einen Einfluss auf die Headspace-Konzen-
trationen von 2-Ethylfuran, 2-Methylfuran, 3-Methylfuran, 2-Pentylfuran, Ethylacetat, 1-Methyl-1-H-
pyrrol und Dimethyldisulfid hat. Das zugrundeliegende Markerset ist aber auch bei großen Verdün-
nungsstufen weiterhin gültig, verschiedene Wachstumsstufen können somit detektiert werden.
5.2 thesen
1) MAP-Bakterien erzeugen VOCs die mit den etablierten Methoden nachweisbar sind;
2) Die Festphasenmikroextraktion (SPME) in Kombination mit GC-MS ist eine geeignete Technik
um VOCs über MAP-Kulturen bis in den Spurenbereich (ppbV) nachzuweisen;
3) Der verwendete Nährboden hat Einfluss auf die VOC-Emissionen und muss berücksichtigt werden;
4) MAP-Kulturen können anhand Ihrer VOC-Profile erkannt werden;
5) Genetisch verschiedene MAP-Stämme können über die Muster volatiler Verbindungen voneinander
unterschieden werden;
6) Die VOC-Konzentrationen eines MAP-Stammes verschiedener bakterieller Dichte unterscheiden
sich;
7) Die Analyse von VOCs über bakteriellen Kulturen erlaubt Rückschlüsse auf den bakteriellen Stamm
und die aktuellen Wachstumsbedingungen
8) Eine VOC-Analyse über bakteriellen Kulturen bietet Potential für die Entwicklung diagnostischer
Anwendungen
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